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(57) Abstract: The invention relates to a device for positioning a plate used for analyzing biological samples on an examination 
device, comprising an examination lens and a housing provided with a plate-supporting array (20). Said array comprises a first 
frame (21) and a second frame (22) which are slidingly movable perpendicular to the essentially vertical axis of examination and 
each of which is movable perpendicular to the moving direction of the other frame. The inventive array also compnses a third frame 
(23) held in place by the second frame (22) by means of holding means (30), blocking said third frame perpendicular to the axis of 
examination while being freely movable in a vertical direction. 
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(57) Abreg6 : L* invention conceme un dispositif de positionnement d'une plaque d' analyse d'echantillons biologiques sur un dis- 
positif d* observation comportant un objectif d'observation et un chassis muni d'un ensemble (20) de support de la plaque. Cet 
ensemble comprend un premier cadre (21) et un deuxieme cadre (22) deplacables a coulissement dans un plan perpendiculaire a 
Faxe d' observation suppose vertical, les premier et deuxieme cadres Stant deplacables chacun selon une direction perpendiculaire 
a la direction de deplacement de Tautre cadre, et un troisieme cadre (23) support^ par le deuxieme cadre (22) par des moyens (30) 
de maintien bloquant ledit troisieme cadre dans un plan perpendiculaire a Taxe d* observation, tout en laissant libre le deplacement 
dans un plan vertical. 
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DISPOSITIF DE POSITIONNEMENT D'UNE PLAQUE D'ANALYSE 
D'ECHANTILLONS SUR UN DISPOSITIF D'OBSERVATION 

La presente invention concerne un dispositif de positionnement d'une 
5 plaque ou autre support comportant des echantillons sur un dispositif 
d'observation ou d'analyse, permettant I'observation ou I'analyse sequentielle de 
plusieurs echantillons disposes cote a c6te sur la plaque, ou de plusieurs regions 
d'un meme echantillon. 

La presente invention vise a faciliter I'analyse numerique rapide 
10 d'objets de grande taille par des capteurs CCD. Ces demiers ont des dimensions 
limitees (5 a 7 mm) et la lecture numerique a haute resolution d'objets de 10 cm 
ou plus necessite la repetition des images dans des conditions de 
reproductibilite, parfois avec un raccordement pixel a pixel. La lecture a haute 
resolution signifie egalement une faible profondeur de champ, incompatible avec 
15 les deformations inevitables de I'objet, qu'il s'agisse d'une plaque (ou lame) de 
verre ou d'une plaque de culture alveolee. 

La demande WO01/88593 decrit un precede permettant le maintien 
de la mise au point sur un dispositif d'analyse, au prix d'un jeu lateral entre 
I'echantillon et son support. Un tel dispositif est done incompatible avec un 
20 raccordement pixel a pixel des images. Un tel dispositif ne permet pas non plus, 
de maniere appropriee, I'enregistrement de cinetiques devolution d'une image. 
D'autres dispositifs, plus classiques, sont concus pour maintenir fixe le support 
d'echantillon, autorisant la realisation de cinetiques et un raccordement eventuel 
pixel a pixel. N6anmoins, ces dispositifs ne possedant pas de mobilite dans I'axe 
25 d'observation, ils ne permettent pas de realiser une mise au point automatique 
de I'objectif sur les echantillons. 

Les dispositifs d'analyse decrits dans I'art anterieur presentent done 
des inconvenients qui resident dans I'absence de reproductibilite de la lecture et 
dans I'incompatibilite avec le balayage rapide de multiples echantillons, par 
30 exemple lorsqu'une meme plaque doit etre analysee a differents temps pour 
effectuer de veritables cinetiques sur des cellules ou autres echantillons 
individuels reperes par les numeros de pixels sur chaque image. Avec les 
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dispositifs anterieurs, il ne peut etre garanti que les cellules analysees sont les 
memes d'une lecture a I'autre. Cette imprecision peut depasser 100 microns, ce 
qui est excess* pour les applications en cinetique. De plus, les plaques 
d'analyse utilisees component le plus souvent des defauts de pianette de leur 
5 face inferieure formant les fonds des putts, de telle sorte que ces defauts font 
varier la distance entre I'objectif et I'echantillon a analyser et empechent le 

maintien de la mise au point. 

Compte tenu de ces imprecisions, il est necessaire pour proceder a 

^observation complete d'une plaque ou d'echantillons de taille importante, de 
10 corriger frequemment la mise au point de I'objectif pour compenser la variation 

de cette distance et/ou de proceder a des corrections de positionnement 

horizontal pour garder le cadrage de I'image sur le capteur. 

Cette necessite de proceder frequemment a des reglages, sort de la 

mise au point de I'objectif, soit de positionnement, redutt la Vitesse d'acquisition 
15 des images des echantillons et peut rendre impossible la lecture haute 

resolution. 

L'invention a pour but d'evrter ces inconvenients. Elle propose 
maintenant un dispositif qui permet d'assurer a la fois un positionnement correct 

20 d'une plaque (ou autre support) d'analyse devant un objectif, de reproduire ce 
positionnement lors de mesures repetees, d'assurer un deplacement contr6le de 
la plaque, et de conserver une mise au point. La presente invention fournit ainsi 
un dispositif de positionnement de supports d'echantillons par rapport a un 
objectif d'analyse, qui permet d'effectuer des mesures reproductibles et rapides 

25 d'echantillons de grande dimension et/ou de pluralites d'echantillons. L'invention 
concerne egalement tout dispositif d'analyse incorporant un tel dispositif de 
positionnement. 

L'invention a done pour objet un dispositif de positionnement d'une 
30 plaque comportant un ou des echantillons (ou adaptee a recevoir un ou des 
echantillons) sur un dispositif d'observation ou d'analyse comportant un objectif 
d'observation ou d'analyse d'au moins une partie d'un echantillon suivant un axe 
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d'observation depuis une face d'observation de la plaque et un chassis muni d'un 
ensemble de support de la plaque, caracterise en ce que I'ensemble de support 
comprend : 

- un premier cadre deplacable a coulissement dans un plan 

5 perpendiculaire a I'axe d'observation, 

- un deuxieme cadre supporte par le premier cadre et deplacable a 
coulissement dans ledit plan perpendiculaire a I'axe d'observation, les premier et 
deuxieme cadres etant deplagables chacun selon une direction perpend.cula.re a 
la direction de deplacement de I'autre cadre, et 

10 - un troisieme cadre supporte par le deuxieme cadre par des moyens 

de maintien de ce troisieme cadre bloquant ledit troisieme cadre dans un plan 
essentiellement perpendiculaire a I'axe d'observation, tout en laissant i.bre le 
deplacement du troisieme cadre essentiellement selon I'axe d'observation, ledrt 
troisieme cadre etant pourvu de moyens de blocage de la plaque. 

Suivant des modes particuliers de realisation de Invention : 

- I'ensemble de support comporte des moyens demobilisation 
verticale du troisieme cadre pour la mise en place de la plaque d'analyse, 

- le dispositif comporte des moyens d'asservissement de la posrt.on 
verticale de la face d'observation de la plaque d'analyse par rapport a I'objectif . 

- les moyens de maintien du troisieme cadre comprennent au moms 
une lame ressort mince formant un pivot, situee preferentiellement dans le plan 
d'observation, ladite lame ressort etant reliee respectivement au deuxieme cadre 

et au troisieme cadre, 
25 . |a ou les lames ressort formant un pivot s'etendent de preference 

perpendiculairement a la direction de deplacement du second cadre, 

- de facon alternative, les moyens de maintien du troisieme cadre 
comprennent, d'une part, un axe d'articulation monte entre les deuxieme et 
troisieme cadres, s'etendant de preference perpendiculairement a la direct,on de 
30 deplacement du second cadre et, d'autre part, au moins un ressort de tors,on 
interpose entre lesdits deuxieme et troisieme cadres, 
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- le emplacement du troisieme cadre essentiellement selon I'axe 
d'observation s'effectue generalement dans un plan vertical, et selon un angle 
de pivotement limite, e'est-a-dire generalement inferieur a environ 0.5% qui est 
determine essentiellement par la position de la plaque sur I'objectif, 
5 - les moyens de blocage de la plaque sont formes par des sabots 

d'appui repartis sur le pourtour interne du troisieme cadre et par une came 
montee sur le troisieme cadre et deplacable par pivotement entre une posrt.cn 
escamotee et une position en saillie a I'interieur du troisieme cadre pour bloquer 
la plaque, 

10 - la came de blocage de la plaque comporte un moyen d appu. sur le 

pietement de la plaque, par exemple un moyen reglable, tel qu'une vis, dont la 
tete ou la pointe peut reposer sur le pietement de la plaque, 

- une partie au moins des sabots d'appui, particulierement ceux 
disposes sur les cotes du cadre opposes a la came de blocage, comportent un 

15 evidement destine a recevoir le pietement de la plaque, 

- les moyens ^immobilisation du troisieme cadre sont formes par 
deux butees opposees, montees chacune sur un cote du premier cadre 
s'etendant parallelement a la direction de deplacement du second cadre et par 
deux pattes opposees et fixees chacune perpendiculairement a un cote du 

20 troisieme cadre s'etendant parallelement a ladite direction, chaque butee 
comportant un pan incline destine a cooperer avec I'extremite libre de la patte 
correspondante lors du deplacement dans cette direction des deuxieme et 
troisieme cadres, 

- les moyens d'asservissement sont formes par une entretoise fixe par 
25 rapport a I'objectif et presentant une surface d'appui de la face d'observation de 

la plaque, 

- les moyens d'asservissement sont formes par un systeme de 
sustentation magnetique ou piezoelectrique de la plaque. 

- le troisieme cadre est ouvert ou ferme, 

30 - les defacements du premier et du second cadre sont motorises. 
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L'invention conceme egalement un dispositif d'observation ou 
d'analyse d'echantillons comprenant un dispositif de positionnement d'une 
plaque tel que decrit ci-avant. Le dispositif d'observation ou d'analyse comporte 
avantageusement une source d'illumination d'au moins une partie d'un 
5 echantillon et des moyens d'acquisition d'une image. 

Un dispositif d'observation ou d'analyse selon l'invention comporte 
typiquement un objectif d'observation ou d'analyse d'au moins une partie d'un 
echantillon suivant un axe d'observation depuis une face d'observation de la 
plaque et un ensemble de support de cette plaque tel que decrit ci-avant, adapte 
10 pour assurer un deplacement relatif entre la plaque et I'axe d'observation dans 
un plan perpendiculaire a I'axe d'observation, mais laissant libre le deplacement 
le long de I'axe d'observation suppose vertical. II comporte en outre des moyens 
d'illumination d'au moins une partie d'un echantillon et des moyens d'acquisit.on 
d'une image en sortie de I'objectif. 
15 La source d'illumination peut etre une lampe, un laser ou un ensemble 

de diodes electroluminescentes. 

Pour proceder a I'observation ou a I'analyse des 6chantillons, la 
plaque est disposee au-dessus ou au-dessous de I'objectif du dispositif, de 
20 preference au dessus, dont I'axe est suppose vertical. L'observation s'effectue 
au travers du fond de chaque puits, c'est a dire au travers de la face inferieure 
de la plaque, cette face inferieure consfrtuant la face d'observation, ou 
directement au-dessus de I'echantillon. Les echantillons sont amenes un a un au 
regard de I'objectif par deplacement de la plaque dans un plan perpendiculaire a 
25 I'axe d'observation grace a I'ensemble de support. Cet ensemble est adapte pour 
maintenir la plaque essentiellement ou seulement a sa peripherie, laissant l.bre 
ainsi la face d'observation de la plaque. Pour maintenir la mise au point, la face 
d'observation est en appui sur une entretoise reposant sur I'objectif, dans I'axe 
d'observation. Un tel dispositif est particulierement adapte a I'analyse rapide 
30 d'echantillons. 
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L'analyse cellulaire rapide sur un grand nombre d'echantillons est une 
necessite dans I'industrie pharmaceutique, pour le criblage a haut debit de 
nouvelles substances actives, et dans I'industrie des cosmetiques, ou des 
modeles cellulaires sont utilises pour tester des nouvelles substances et 
5 contr6ler les fabrications. L'analyse biologique d'echantillons est egalement 
importante dans les domaines du diagnostic ou de la pharmacogenomique 
(predisposition a une pathologie, potentiel repondeur d'un sujet a un traitement, 
recherche d'allergenes, etc.). 

Les dispositifs selon l'invention peuvent §tre utilises pour l'analyse 
10 rapide d'un grand nombre d'echantillons disposes sur une plaque ou pour 
l'analyse d'echantillons (ou d'objets) de taille importante, necessitant la 
realisation et le raccordement de plusieurs images. Les echantillons sont 
typiquement des echantillons biologiques, qui peuvent par exemple comprendre 
des cellules, en particulier des cellules adherentes, mammaliennes, procaryotes, 
15 vegetales, des acides nucleiques, des proteines (ou polypeptides), des virus ou 
d'autres organismes, par exemple pathogenes, etc. L'echantillon peut egalement 
comprendre des particules synthetiques, etc. L'echantillon peut egalement etre 
un objet de dimension importante, tel qu'une coupe d'un animal (par exemple 
d'un rongeur) ou d'un organe. 
20 Par ailleurs, bien que la description ou les exemples mentionnent plus 

specifiquement un appareil de positionnement ou d'analyse mettant en ceuvre 
une plaque, il est entendu que les dispositifs selon la presente demande sont 
adaptes a I'utilisation de tout support approprie pour des echantillons, tels que, 
outre des plaques (e.g., des plaques multi-puits), des lames, des membranes, 
25 etc. 



L'invention sera mieux comprise a la lecture de la description qui va 
suivre, donnee uniquement a titre d'exemple et faite en r6ference aux dessins 

annexes, sur lesquels : 

- la Fig. 1 est une vue schematique en coupe dans un plan vertical 
d'un dispositif d'observation muni d'un dispositif de positionnement d'une plaque 
d'analyse, conforme a l'invention, 
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. |a Fjg . 2 est une vue schematique de dessus du dispositif de 

positionnement conforme a I'invention, 

- la Fig. 3 est une vue de cote du dispositif de positionnement de la 

5 2 - la Fig. 4 est une vue schematique en coupe dans un plan vertical 
d'un sabot de positionnement de la plaque d'analyse, avec evidement (Fig 4A) 

ou sans evidement (Fig. 4B), 

- la Fig 5 est une vue schematique en coupe dans un plan vertical 
d'une came de blocage de la plaque d'analyse, comportant un moyen d'appui 

10 sur le pietement de la plaque. 

Sur la Fig. 1, on a represents schematiquement un dispositif 
d'observation designe dans son ensemble par la reference 1 et qui comporte un 
dispositif de positionnement designe par la reference generate 10 (sabot non 
15 represent*) d'une plaque 2 d'analyse d'echantillons biologiques, un object* 
d'observation 3, une source 4 d'illumination locale de la plaque 2, une camera 5 
placee en arriere de I'objectif 3 et une unite de traitement deformation, non 
representee, tel qu'un micro-ordinateur relie a la camera 5 et aux moteurs de 
deplacement des cadres 1 et 2. Uentretoise 40 impose une distance constante 
20 entre I'objectif et la face d'observation de la plaque 2. Le dispositif de 
positionnement 10 comporte un chassis 11 muni d'un ensemble 20 de support 
de la plaque 2. L'ensemble de support de plaque comporte lui-meme tro.s 
cadres 21, 22, 23, non represents, qui assurent le maintien, le deplacement et 
le positionnement contr6les et precis de la plaque 2. 
25 Un prisme 6 de renvoi du faisceau incident issu de la source 4 est 

dispose en arriere de I'objectif 3 pour diriger le faisceau incident suivant I'axe 
optique de cet objectif 3 en direction de I'echantillon. 

De meme, un prisme 7 ou miroir incline est prevu en arriere de 
I'objectif 3 pour devier le faisceau en sortie de cet objectif 3 vers la camera 5. 

Ce dispositif d'observation 1 est adapte pour ^observation rap.de 
d'echantillons contenus dans des puits adjacents 2a de la plaque 2. 
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Les plaques utilisees pour contenir des echantillons ont une forme 
g§nerale de plateau. Elles presentent un ensemble d'alveoles adjacents, appeles 
puits, dans tout ou partie desquels est contenu I'echantillon. Ces puits sont 
generalement d'axes paralleles les uns aux autres et s'etendent suivant 

5 l'6paisseur de la plaque, lis debouchent a la surface superieure de la plaque et 
sont obtures par un fond formant generalement la face inferieure de la plaque. 
Les fonds de puits adjacents sont done generalement relies les uns aux autres si 
bien que la face inferieure de cette plaque est essentiellement continue. 

Ainsi que represents & la Fig. 1, la plaque 2 utilisee comporte 

10 preferentiellement une face inferieure continue 2b formant le fond des puits 2a et 
constituant une face d'observation en travers de laquelle les echantillons sont 
observes. 

Les puits 2a s'ouvrent a la surface superieure de la plaque 2 et ils 
sont sensiblement cylindriques de section circulaire ou carree et ont un fond 
15 essentiellement plan. 

En se reportant maintenant aux Figs 2 et 3, on va decrire plus 
precisement I'ensemble 20 de support de la plaque 2. 

Dans un but de simplification, le bati 1 1 a ete represente partiellement 
sur la Fig. 2. 

20 Cet ensemble 20 de support comporte trois cadres portes les uns par 

les autres, un premier cadre 21 , un deuxieme cadre 22 et un trolsieme cadre 23. 

Le premier cadre 21 dont on n'a represente qu'une partie sur la Fig. 2, 
est deplagable a coulissement horizontalement dans un plan perpendiculaire § 
Taxe d'observation de I'objectif d'observation 3 par rapport au chassis 11 par 

25 exemple le long de glissieres & billes, non representees, ou a I'aide de tout autre 
moyen approprie. 

De preference, ce cadre 21 est deplagable selon la direction X du 
repere orthonorme XYZ, comme represente a la Fig. 2. 

Le deuxieme cadre 2 supporte par le premier cadre 21 est d§plagable 
30 horizontalement a coulissement dans le plan perpendiculaire a I'axe 
d'observation et dans une direction Y du rep§re orthonorme XYZ. 
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Ainsi, le premier cadre 21 et le deuxieme cadre 22 sent deplacables 
chacun selon une direction perpendiculaire a la direction de defacement de 
1'autre cadre. 

Le deuxieme cadre 22 est deplagable par rapport au premier cadre 21 
5 par exemple le long de glissieres a billes 24 ou par tout autre moyen approprie. 

Comme on le voit a la Fig. 2, les cotes, respectivement 22a et 22b du 
cadre 22, s'etendant parallelement a la direction Y de deplacement de ce cadre 
22 component chacun un prolongement, respectivement 25a et 25b. 

Le troisieme cadre 23 est supporte par le deuxieme cadre 22 par des 
0 moyens de maintien de ce troisieme cadre 23 bloquant ledit troisieme cadre 23 
dans le plan perpendiculaire a I'axe d'observation du dispositif d'observation 3, 
tout en laissant libre le deplacement dans un plan vertical et selon un angle de 
pivotement limite. 

Pour cela, le troisieme cadre 23 comporte sur run de ses cotes, par 
15 exemple 23a, s'etendant perpendiculairement a la direction Y de deplacement du 
deuxieme cadre 22, deux prolongements paralleles respectivement 26a et 26b 
s'etendant perpendiculairement audit cote 23a. Les extremites Hbres des 
prolongements 26a et 26b sont reliees par une traverse 27 suppcrtant les bndes 
de fixation de la ou des lames ressort. II est entendu que le cadre 23 peut etre 
20 ferme ou ouvert, selon les necessites de I'environnement. 

Les moyens de maintien du troisieme cadre 23 comprennent au 
moins une lame ressort 30 mince formant un pivot entre le deuxieme cadre 22 et 

le troisieme cadre 23. 

Dans I'exemple de realisation represent a la Fig. 2, les moyens de 
maintien du troisieme cadre 23 sont formes par une premiere lame ressort 30a 
du type clinquant fixee entre le prolongement 25a du deuxieme cadre 22 et le 
prolongement 26a du troisieme cadre 23 et une seconde lame ressort 30b m.nce 
egalement du type clinquant fixee entre le prolongement 25b du deuxieme cadre 
22 et le prolongement 26b du troisieme cadre 23. Ces lames 30a et 30b ferment 
un pivot et s'etendent perpendiculairement a la direction Y de deplacement du 
second cadre 22. Dans un mode particulier, les moyens de maintien du troisieme 



25 



30 



WO 03/058317 




PCT/FR03/00045 



10 



cadre sont formes par une lame ressort 30 du type clinquant unique, qui s'etend 
du prolongement 25a au prolongement 25b auxquels elle est fixee. 

Ces lames 30, 30a et 30b deformables en rotation jouent done le role 
de pivot, tout en empechant le deplacement du troisieme cadre 23 dans le plan 

5 perpendiculaire a I'axe d'observation de I'objectif d'observation 3 et en 
permettant le deplacement de ce troisieme cadre 23 selon une direction Z du 
repere orthonorme, e'est a dire selon I'axe d'observation. En utilisation, le 
deplacement selon la direction Z s'effectue selon un angle de pivotement limite, 
qui depend notamment de la position de la plaque par rapport a I'objectif. Cet 

10 angle est typiquement inferieur a 0,5°. Grace au dispositif de positionnement 
selon invention, un deplacement vertical de + 150 pm se traduit par un 
deplacement horizontal tres faible, de + 0,15 pm, qui est tres inferieur a la taille 
d'un pixel. 

15 Selon une variante, non representee, les moyens de maintien du 

troisieme cadre 23 peuvent egalement etre constitues, d'une part, par un axe 
d'articulation monte entre le deuxieme cadre 22 et le troisieme cadre 23 et 
s'etendant perpendiculairement a la direction Y de deplacement du second cadre 
22 et, d'autre part, par au moins un ressort de torsion interpose entre lesdits 

20 deuxieme et troisieme cadres de facon a maintenir ce troisieme cadre 23 sur le 
deuxieme cadre 22, tout en autorisant son pivotement autour de I'axe 
d'articulation. 

Le dispositif de positionnement comporte egalement des moyens de 
blocage de la plaque d'analyse 2 sur le troisieme cadre 23 ainsi que des moyens 
25 d'immobilisation verticale du troisieme cadre 23 pour la mise en place de la 
plaque d'analyse 2. 

Ainsi que represente a la Fig. 2, les moyens de blocage de la plaque 
2 sont formes par des sabots 31 repartis sur le pourtour interne du troisieme 
cadre 23, chaque sabot 31 ou, preferentiellement, un partie d'entre eux, 
30 particulierement ceux disposes sur les cotes du cadre opposes a la came de 
blocage, comportant un evidement 31a, comme represente a la Fig. 4, destine a 
recevoir le pietement de la plaque 2. Les sabots 31 sont fixes sur le troisieme 
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cadre 23 par des moyens appropries constitues par exemple par des elements 
de vissage 32. Differents jeux de sabots peuvent etre utilises, de mamere 
alternative, adaptes a I'epaisseur du pietement des plaques d'analyse. 

Les moyens de biocage de la plaque 2 comprennent egalement une 
5 came 33 deplacable par pivotement autour d'un axe d'articulation vertical 34 
entre une position escamotee et une position en saillie a IHMaur dudit 
troisieme cadre 23 pour bloquer la plaque 2 (Fig. 2). La came est 
avantageusement munie elle-meme d'une vis, dont la tete ou la pointe est reglee 
pour venir en appui sur le pietement de la plaque 2 (Fig. 5). 
10 Les moyens ^immobilisation du troisieme cadre 23 pour la mise en 

place d'une plaque 2 sent formes par deux butees opposees, respectivement 
35a et 35b, montees chacune sur un cote, respectivement 21a et 21b, du 
premier cadre 21 s'etendant parallelement a la direction Y de deplacement du 
second cadre 22. 

15 Ainsi que represent* a la Fig. 3, les butees 35a et 35b component 

chacune un pan incline. 

Les moyens demobilisation du troisieme cadre 23 comprennent 
aussi deux pattes, respectivement 36 et 36b, opposees, montees chacune sur 
un cote du troisieme cadre 23 s'etendant parallelement a la direction Y de 

20 deplacement du second cadre 22. 

Chaque patte 36a et 36b est destinee a cooperer avec le pan incline 
de la butee 35a et 35b correspondante de facon a immobiliser verticalement le 
troisieme cadre 23, comme on le verra ulterieurement. 

Enfin, le dispositif de positionnement comporte des moyens 
25 d'asservissement de la position verticale de la face d'observation 2b de la plaque 
d'analyse 2 par rapport a Tobjectif d'observation 3. 

Selon un premier mode de realisation represent a la Fig. 1, les 
moyens d'asservissement sent formes par une entretoise 40 solidaire de 
I'objectif 3. Cette entretoise 40 definit, a son extremite libre, une surface pour 
30 I'appui de la face inferieure 2b de la plaque 2 dans le voisinage immediat du fond 
du puits contenant I'echantillon a observer ou analyser. L'autre extremite de 
I'entretoise 40 s'appuie sur I'extremite de I'objectif 3. 
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Selon un second mode de realisation, les moyens d'asservissement 
de la position verticale de la face d'observation 2b de la plaque d'analyse 2 sont 
formes par un systeme de sustentation magnetique ou piezo-electrique de cette 
plaque 2. L'element de controle du deplacement du troisieme cadre 23 selon 
5 I'axe d'observation est constitue par le reflet d'un faisceau lumineux, qui peut 
etre celui de la lumiere excitatrice, reflechi sur le fond de la plaque 2 ou par 
I'interface fond de la plaque-echantillon. 

La lumiere reflechie est, dans ce cas, detectee par un groupe de 
diodes et une boucle d'asservissement assujettit le troisieme cadre 23 selon la 
10 direction Z de sorte a conserver I'equilibre des signaux sur les diodes. 

Pour ('observation du contenu d'une plaque d'analyse 2, l'ensemble de 
support 20 assure un deplacement de cette plaque 2 dans le plan 
perpendiculaire a I'axe d'observation pour amener successivement chaque 
echantillon en regard de I'objectif d'observation . Pendant ce deplacement et 
15 pendant ('observation proprement dite d'un echantillon, la plaque 2 est 
maintenue dans le troisieme cadre 23 par les sabots 31 et par la came 33 qui est 
posrtionnee en saillie a I'interieur du troisieme cadre 23, comme represents a la 
Fig. 2. 

De plus, sous Taction du poids de I'equipage mobile (cadre 23 + 
20 plaque 2) et des lames 30a et 30b qui exercent une force de rappel, le troisieme 
cadre 23 maintient la face d'observation 2b de la plaque 2 en appui sur 
l'extremite de I'entretoise 40 ou a une distance predeterminee et fixe de I'objectif 
d'observation 3. 

Le deplacement de la plaque 2 dans le plan perpendiculaire a I'axe 
25 d'observation, est done assure par le premier cadre 21 selon la direction X et par 
le deuxieme cadre 22 selon la direction Y afin d'amener successivement les 
puits 2a dans I'axe d'observation de I'objectif d'observation 3. 

Pour cela, les deplacements des cadres 21 et 22 sont motorises. 
Pour la mise en place d'une nouvelle plaque d'analyse 2, il convient 
30 que le troisieme cadre 23 soit lui-meme immobilise selon la direction Z. 

A cet effet, le deuxieme cadre 22 et par consequent le troisieme cadre 
23 sont deplaces dans le plan s'etendant perpendiculairement a I'axe 
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d'observation jusqu'a ce que les pattes 36a et 36b viennent en contact avec les 

butees 35a et 35b. 

Le mouvement selon la direction Y se poursuit si bien que les pattes 

36a et 36b glissent sur les pans inclines des butees 35a et 35b ce qui a pour 
5 effet de soulever le troisieme cadre 23 et ce cadre 23 vient reposer sur les 

butees 35a et 35b de fagon a I'immobiliser verticalement. A ce moment, la came 

33 libere la precedente plaque d'analyse 2 qui peut etre manipulee et remplacee 

par une autre plaque d'analyse 2. 

Le mouvement de la came 33 peut etre couple mecaniquement ou 
10 electriquement avec le deplacement du troisieme cadre 23, par des moyens 

appropries. En particulier, elle peut porter un ergot actionne par une butee 

solidaire du cadre 21. Le mouvement de la came 33 peut egalement etre realise 

manuellement. 

Lors de la pose d'une nouvelle plaque d'analyse, la plaque 2 est tout 
15 d'abord posee sur les sabots 31 , puis la came 33 pousse cette plaque 2 dont le 
pietement vient s'engager dans les evidements 31a des sabots 31. La came 33 
elle-meme appuie sur le pietement de la plaque 2 interdisant tout mouvement de 
cette plaque 2 par rapport au troisieme cadre 23. Le mouvement se poursuit 
selon Y, le cadre 23 et la plaque 2 solidaires descendent le long des butees 35a 
20 et 35b, jusqu'a ce que la face d'observation de la plaque 2 entre en contact avec 
I'entretoise 40. Les acquisitions d'images peuvent alors commencer. 

Le dispositif de positionnement selon I'invention permet non 
seulement d'assurer un positionnement correct de la plaque d'analyse et de ce 
fait des puits devant I'objectif, mais egalement de reproduire ce positionnement 
25 lors de mesures repetees, tout en maintenant la mise au point, ce qui permet 
d'effectuer de veritables cinetiques sur des cellules individuelles ou d'effectuer 
des images sur des regions differentes d'un echantillon de grande taille, en vue 
de leur raccordement pixel a pixel. 

30 Les dispositifs et precedes de I'invention peuvent etre utilises pour 

I'analyse d'echantillons d'origine et de nature diverses, marques selon toute 
technique connue de I'homme du metier. II peut s'agir notamment d'echantillons 
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comprenant des cellules d'origine mammifere (animale ou humaine, par exemple 
cellules nerveuses, tumorales, immunitaires, etc.), bacterienne, vegetale, de 
levure, d'organismes pathogenes, de virus, de tout echantillon ou prelevement 
biologique, de coupes d'organes ou d'animaux entiers, etc. Les precedes et 

5 dispositifs sont adaptes a I'analyse ou la detection de polypeptides, acides 
nucleiques, lipides, etc. lis sont particulierement utilisables pour la mesure de 
I'effet de composes tests, notamment de bibliotheques de produits, sur des 
populations de cellules, par exemple dans des tests a haut debit de I'efficacite, la 
selectivity ou la toxicite de produits. 

10 Ainsi, dans un mode particulier, I'invention reside egalement dans une 

methode d'analyse (ou de criblage) a haut debit utilisant un dispositif tel que 
decrit ci-avant, plus particulierement dans lequel I'echantillon est compose d'une 
population de cellules mise en contact avec un colorant fluorescent representatif 
d'une fonction cellulaire (e.g., proliferation, croissance, maturation, 

15 differentiation, mort, survie, apoptose, etc.), I'echantillon etant mis en contact, 
dans des puits separes d'une plaque, avec des composes d'une collection test, 
les composes faisant varier Pintensite du marquage de fluorescence etant mis en 
evidence. La population de cellules est par exemple une population de 
neurones, notamment d'origine humaine ou animale. 

20 Dans un mode particulier, le colorant fluorescent est associe a un 

anticorps associe a un antigene cellulaire. Ces anticorps couples sont 
disponibles dans le commerce, par exemple ceux produits par la societe 
Immunotech (Marseille, France). 

Selon un autre mode de mise en oeuvre, I'invention reside dans un 

25 procede de detection de la presence (ou de la quantite) d'une bacterie dans un 
ou plusieurs echantillons, comprenant la mise en contact de chaque echantillon 
avec un marqueur de la bacterie, et I'analyse de la presence du marquage au 
moyen d'un dispositif tel que decrit ci-avant. Ces marqueurs peuvent etre tres 
specifiques de la bacterie, comme les sondes d'acides nucleiques specifiques du 

30 genome bacterien associees a des marqueurs de fluorescence, ou non 
specifiques tels que I'acridine orange et tous les colorants des acides 
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nucleiques. On les trouve en abondance dans le commerce, voir par exemple le 

catalogue Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA). 

Selon un autre mode de mise en ceuvre, I'invention reside dans un 

precede de detection de la presence (ou de la quantite) d'un virus dans un ou 
5 plusieurs echantillons, comprenant la mise en contact de chaque echantillon 

avec un marqueur specifique du virus, et I'analyse de la presence du marquage 

au moyen d'un dispositif tel que decrit ci-avant. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre, I'invention reside dans un 

precede d'analyse d'une coupe totale ou partielle d'un organe ou d'un animal, 
10 comprenant I'analyse, au moyen d'un dispositif tel que decrit ci-avant, de la 

presence d'un marqueur dans differentes regions de la coupe. L'organe peut 

etre tout tissu or organe d'interet, tel que fois, rein, coeur, poumon, cerveau, 

cervelet, rate, etc. L'animal peut etre tout animal non-humain, tel qu'un 

mammifere, insecte, etc., par exemple un rongeur. 

15 

Selon un autre mode de I'invention, le dispositif comporte des filtres 
sur le trajet de la lumiere de fluorescence qui delimitent des zones spectrales, 
par exemple des filtres dichroTques a 530, 585, et 650 nanometres permettent 
d'utiliser jusqu'a quatre marqueurs fluorescents differents, avec une seule 

20 excitation a 488 nm, ainsi qu'on le pratique en cytometrie de flux. Ces colorants 
permettent I'analyse de plusieurs parametres sur la meme cellule. De meme le 
faisceau d'excitation peut associer deux sources, sort simultanement, au moyen 
d'un miroir dichroTque, soit successivement au moyen d'un miroir ordinaire 
mobile ou encore par separation des angles solides d'excitation, ce qui etend 

25 encore les possibilites de I'analyse multiparametrique. 

L'invention peut egalement etre utilisee pour I'analyse de marquage 
sur billes, notamment d'interactions proteine-proteine, de complexes immuns, 
d'hybridations, etc. 

Le mode d'acquisition a plusieurs longueurs d'onde est ici 

30 particulierement avantageux, puisqu'il permet la discrimination de plusieurs 
categories de particules. Si ces particules sont de taille homogene on peut 
distinguer des particules presentant des niveaux quantifies de colorant 
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fluorescent, par exemple une dizaine de niveaux differents. Ces particules 
peuvent etre le siege de reactions analytiques, par exemple d'immunoanalyse, la 
reaction associee a chaque categorie de particules peut etre quantifiee par un 
autre marqueur, emettant a une autre longueur d'onde, la meme pour toutes les 
5 reactions. On peut enregistrer ainsi autant de reactions analytiques differentes 
que Ton peut distinguer de categories de particules. 

Une autre utilisation de ce type de particules est le codage, 
lorsqu'elles sont associees a un processus de synthese combinatoire. L'analyse 
des particules est le fidele reflet du compose chimique associe, le controle de 
10 I'identification pouvant se faire en dehors du laboratoire oCi s'effectue la mesure, 
par transmission electronique des donnees. 

Dans une autre utilisation, une population homogene de particules 
fluorescentes est utilisee pour definir une surface de correction pour I'energie 
d'excitation, qui n'est pas uniforme sur tout le champ d'observation ; en 
15 particulier, les lasers presentent une distribution gaussienne de I'energie. La 
mesure de I'energie reemise par chaque particule reflete le niveau de I'energie 
d'excitation au point oCi elle se trouve. Avec un petit nombre de particules 
reparties au hasard sur la surface observee, il est possible de definir une 
surface, par interpolation, qui servira ensuite a normaliser les niveaux des pixels 
20 observes sur des echantillons inconnus. Une surface emettrice uniforme peut 
aussi servlr a cette normalisation. 

L'invention peut encore etre utilisee pour analyser les depots d'acides 
nucleiques apres hybridations avec des sondes, notamment sur puce, 
microarrays, etc. II peut s'agir notamment de depots d'ADN apres hybridation par 
25 des sequences correspondantes d'ADN ou d'ARN, issus d'une cellule ou d'un 
echantillon, et marques par un element fluorescent. Ces depots se presentent 
preferentiellement en arrangements reguliers presentant jusqu'a 5000 dep6ts qui 
peuvent etre lus en une seule fois par le dispositif. Plusieurs blocs de dep6ts 
places c6te a c6te peuvent etre lus sequentiellement . 
30 L'invention peut aussi etre utilisee pour analyser des depdts de 

polypeptides (par exemple de proteines), notamment sur le fond du support (par 
exemple le fond d'une plaque), une puce, des microarrays, etc., reveles par des 
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anticorps ou autres ligands marques, typiquement fluorescents. II peut s'agir 
notamment de depots d'allergenes, d'antigenes bacteriens, d'antigenes auto- 
immuns, d'antigenes specifiques de tumeurs, etc., eventuellement en 
combinalson(s). Ces depdts se presentent preferentlellement en arrangements 
reguliers presentant jusqu'a 5000 depdts. Les depots sont typiquement mis en 
contact avec un echantillon biologlque d'un sujet pour lequel on souhaite 
rechercher la presence d'anticorps diriges contre I'un ou plusieurs de ces 
polypeptides. Les echantillons sont ensuite incubes avec un deuxieme reactif 
revelateurs, par exemple un anticorps fluorescent, et les resultats peuvent etre 
analyses en une seule fois par le dispositif. Plusieurs blocs de depdts places 
cote a cote peuvent etre lus sequentiellement. 
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REVENDICATIONS 
1 . Dispositif de positionnement d'une plaque (2) comprenant un 
ou des echantillons sur un dispositif d'observation ou d'analyse comportant un 
objectif d'observation ou d'analyse (3) d'au moins une partie d'un echantillon 
5 suivant un axe d'observation depuis une face d'observation (2b) de la plaque (2) 
et un chassis (11) muni d'un ensemble (20) de support de la plaque (2), 
caracterise en ce que cet ensemble (20) de support comprend : 

- un premier cadre (21) deplacable a coulissement dans un plan 
perpendiculaire a I'axe d'observation, 

10 - un deuxieme cadre (22) supporte par le premier cadre (21) et 

deplacable a coulissement dans ledit plan perpendiculaire a I'axe d'observation, 
les premier et deuxieme cadres (21 ; 22) etant deplacables selon une direction 
perpendiculaire a la direction de deplacement de I'autre cadre, et 

- un troisieme cadre (23) supporte par le deuxieme cadre (22) par 
15 des moyens (30) de maintien de ce troisieme cadre (23) bloquant ledit troisieme 

cadre (23) dans le plan perpendiculaire a I'axe d'observation, tout en laissant 
libre le deplacement du troisieme cadre (23) essentiellement selon I'axe 
d'observation, ledit troisieme cadre (23) etant pourvu de moyens (31, 33) de 
blocage de la plaque (2). 
20 2. Dispositif selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 

comporte des moyens (35a, 35b ; 36a, 36b) demobilisation verticale du 
troisieme cadre (23) pour la mise en place de la plaque d'analyse (2). 

3. Dispositif selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'il 
comporte des moyens (40) d'asservissement de la position verticale de la face 

25 d'observation (2b) de la plaque (2) par rapport a I'objectif d'observation (3). 

4. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que les moyens de maintien du troisieme cadre (23) 
comprennent au moins une lame ressort (30a ; 30b) mince formant un pivot, 
situee preferentiellement dans le plan d'observation, ladite lame ressort (30a ; 

30 30b) etant reliee respectivement au deuxieme cadre (22) et au troisieme cadre 
(23). 
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5. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que les moyens de maintien du troisieme cadre (23) 
comprennent, d'une part, un axe d'articulation monte entre les deuxieme et 
troisieme cadres (22 ; 23) s'etendant de preference perpendiculairement a la 

5 direction de deplacement du second cadre (22) et, d'autre part, au moins un 
ressort de torsion interpose entre lesdits deuxieme et troisieme cadres (22 ; 23). 

6. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les moyens de blocage de la plaque (2) sont 
formes par des sabots d'appui (31) repartis sur le pourtour interne du troisieme 

10 cadre (23) et une came (33) montee sur le troisieme cadre (23) et deplacable par 
pivotement entre une position escamotee et une position en saillie a I'interieur du 
troisieme cadre (23) pour bloquer la plaque (2). 

7. Dispositif selon la revendication 6, caracterise en ce que la 
came comporte une vis dont la tete ou la pointe peut reposer sur le pietement de 

15 la plaque. 

8. Dispositif selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce que 
une partie des sabots comportent un evidemment destine a recevoir le pietement 
de la plaque. 

9. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 
20 precedentes, caracterise en ce que les moyens demobilisation du troisieme 

cadre sont formes par deux butees opposees (35a, 35b), montees chacune sur 
un cote du premier cadre (21) s'etendant parallelement a la direction de 
deplacement du second cadre (22) et par deux pattes (36a, 36b) opposees et 
fixees chacune perpendiculairement a un c6te du troisieme cadre (23) s'etendant 
25 parallelement a ladite direction, chaque butee (35a, 35b) comportant un pan 
incline destine a cooperer avec I'extremite libre de la patte (35a, 36b) 
correspondante lors du deplacement dans cette direction des deuxieme et 

troisieme cadres (22 ; 23). 

10. Dispositif selon la revendication 3, caracterise en ce que les 
30 moyens d'asservissement sont formes par une entretoise (40) fixe par rapport a 
I'objectif d'observation (3) et presentant une surface d'appui de la face 
d'observation (2b) de la plaque (2). 
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1 1 . Dispositif selon la revendication 3, caracterise en ce que les 
moyens d'asservissement sont formes par un systeme de sustentation 
magnetique ou piezoelectrique de la plaque (2). 

12. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 
5 precedentes, caracterise en ce que les deplacements du premier et du second 

cadres (21 ; 22) sont motorises. 

13. Dispositif d'observation ou d'analyse d'echantillons, 
caracterise en ce qu'il comprend un dispositif de position nement d'une plaque 
selon I'une des revendications 1 a 12, une source d'illumination d'au moins une 

10 partie d'un echantillon et des moyens d'acquisition d'une image. 

14. Dispositif selon la revendication 13, caracterise en ce que la 
source d'illumination est une lampe, un laser ou un ensemble de diodes 
electroluminescentes. 
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